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 ミオシンは ATP の加水分解で生じた化学エネルギーを、アクチン繊維に沿った運動とい
う力学エネルギーに変換する代表的なモーター蛋白質である。ミオシンはすべての真核生
物に存在し、35 のクラスからなる巨大なファミリーを形成している。個体レベルで運動が
活発な動物では多くのクラス、多くの種類のミオシンが存在する。例えば、ヒトには 13の
クラス，39 種類のミオシン遺伝子がある。一方、個体レベルの動きが少ない植物では、動
物と比べるとミオシンのクラス数は少なく、高等植物（顕花植物）にはクラス XIおよびク
ラス VIII の２つのクラスのミオシンしかない。なお、クラス XI とクラス VIII ミオシンは
植物特有のミオシンである。 
 高等植物シロイヌナズナは 17のミオシン遺伝子をもち、クラス VIIIに属するミオシンが
４ (ATM1、ATM2、VIIIA、VIIIB)、クラス XIに属するミオシンが 13 (MYA1、MYA2、XIA、
B、C、D、E、F、G、H、I、J、K)ある。 
 これらのミオシンは細胞内で原形質流動、小胞、オルガネラの輸送、構造維持、張力発
生などをとおして細胞成長、個体成長に重要な機能をはたしていると考えられている。し
かし、どのミオシンが何をしているかは詳しくはわかっていない。近年、RNAiや dominant 
negative inhibitionなどの実験手法により植物ミオシンの研究が進んだが、どのミオシンが何
をしているかは詳しくはわかっていない。 
 そこで、本研究では、昆虫培養細胞を使った分子生物学的な手法によってクラス VIII ミ
オシンに属する ATM1 とクラス XI ミオシンに属する XI-I を発現、精製し、これらの酵素
的諸性質の解析から生理機能を明らかにすることを目的とした。 
 クラス VIII ミオシンはこれまで精製されたことがなく、その酵素的特性は不明である。
また、ATM1は原形質連絡に局在することが示唆されている。 
 ミオシン XI-I は、発現量が高く、系統樹では他のミオシンから離れているので、細胞内
で重要な役割を果たしているだけでなく、酵素的性質が他のミオシンと異なったユニーク
なものであることが予想される。 
 ATM1 の構造は、N 末端に ATP 分解部位とアクチン結合部位であるモータードメインが
あり、その後ろには、軽鎖結合部位の IQ モチーフが 4つあり、コイルドコイル領域で二量
体を形成する。そして、一番 C 末端にはオルガネラとの結合部位である球状尾部がある。 
 ATM1 のモータードメインのみのコンストラクト（MD）と、1IQ モチーフまでのコンス
トラクト（1IQ）を作製し、昆虫細胞発現系を用いた分子生物学的手法で発現、精製し、酵
素的特性を測定した。 
 ATM1の ATP 分解活性は低いことがわかった。 
 in vitro motility assayで運動速度を測定した。in vitro motility assayはガラス表面にミオシ
ンを固定し、フローセル内に蛍光標識アクチンと ATP を流し込みアクチンの動きを蛍光顕
微鏡によって観察する実験手法である。測定の結果、ATM1 の運動速度は非常に遅かったこ
とがわかった。興味深いことに、ATM1のアクチン活性化 ATP 加水分解活性と運動速度は、
遊離マグネシウムイオン濃度によって制御されることがわかった。遊離マグネシウムイオ
ン濃度を 0.17、0.46、1.8 mM になるようにふってそれぞれの活性を測定したところ、遊離
マグネシウムイオン濃度が低くなるほど、活性が上がっていった。 
 アクチンとの親和性の指標である Km値を測定したところ、非常に低い値であった。つま
り、ATM1はアクチンとの親和性が非常に高いミオシンであることがわかった。 
 次に、ATP 分解サイクル中にアクチンと結合している時間の割合を示す Duty ratio を、ア
クチンとの共沈実験から求めたところ、その値は 90 %以上であった。つまり、ATM1は ATP
分解サイクルの 90 %以上をアクチンと結合したままの状態であると言える。 
 次に、ATM1のアクチン滑り運動速度が低い要因を調べた。 
 アクトミオシンからの ADP の解離速度を、ストップドフロー装置を用いて測定したとこ
ろ、その解離速度は非常に遅いことがわかった。この性質は、アクチン活性化 ATP 加水分
解活性とアクチン滑り運動速度が低いことの要因であると考えられる。また、アクトミオ
シンからの ADP の解離速度には速い状態（ADP ポケットが Open）と遅い状態（ADP ポケ
ットが Closed）の 2つの状態があることもわかった。特に ATM1は ADP ポケットが Closed
の状態が他のミオシンより長く、アクチンと長く結合したままになっている。つまり ATM1
は、張力の発生に特化したミオシンであると示唆される。 
 興味深いことに、アクトミオシンからの ADP の解離速度は、遊離マグネシウムイオンに
よって変化することがわかった。遊離マグネシウムイオン濃度をふってアクトミオシンか
らの ADP の解離速度を測定したところ、遊離マグネシウムイオン濃度が低いほうが、解離
速度が上昇することがわかった。この結果は、アクチン活性化 ATP 加水分解活性とアクチ
ン滑り運動速度の結果と一致する。これらのことから、ATM1 のアクチン活性化 ATP 加水
分解活性とアクチン滑り運動速度は、遊離マグネシウムイオンを介したアクトミオシンか
らの ADP の解離速度の変化によって調節されることが示唆された。 
 次に、GFP を融合させた ATM1 全長をシロイヌナズナ内で発現させ、蛍光により、その
局在を調べた。その結果、ATM1は、細胞表層の原形質連絡とプラスチドに局在することが
わかった。 
 ATM1 の発現パターンも調べた。ATM1 を欠損したシロイヌナズナに GUS を付加した
ATM1 全長の遺伝子をアグロバクテリウムを用いて導入し、X-gluc で染色させた。ATM1
は実生全体やシュートと花に多く発現していた。しかし、花粉には発現していなかった。 
 これらの結果から、ATMの植物細胞内での役割として、2つのことが考えられる。1つ目
は、マグネシウムイオンの流入によって 2 つの状態が変化することで以下のように原形質
連絡を制御する役割である。隣接する細胞の死に伴い細胞内の構造が崩壊することで、原
形質連絡に流入するマグネシウムイオン濃度が局所的に増大した場合、張力を特に強く発
生させて原形質連絡を閉じ、連鎖的な死から細胞を守ることができると考えられる。2つ目
は、ATM1 はプラスチドの局在することから、これらのオルガネラの遅い輸送に関わると考
えられる。 
 ミオシン XI-Iの構造は、N末端に ATP 分解部位とアクチン結合部位であるモータードメ
インがあり、その後ろには、軽鎖結合部位の IQモチーフが 6つあり、コイルドコイル領域
で二量体を形成する。そして、一番 C 末端にはオルガネラとの結合部位である球状尾部が
ある。  
 また、ミオシン XI-Iの軽鎖が不明なため、本研究では、ミオシン XI-Iのモータードメイ
ンのみのコンストラクトを作製して測定に用いた。 
 ミオシン XI-Iのアクチン活性化 ATP 加水分解活性と運動速度は低かった。興味深いこと
に、これらの酵素的諸性質は、KCl濃度の上昇により活性化されることもわかった。 
 運動速度は、レバーアームの長さに比例するので、モータードメインはミオシン XI-I、そ
れ以降は MYA2 というキメラミオシンを作製して運動速度を測定した。キメラミオシンの
運動速度は、レバーアームに比例した。つまり、このキメラミオシンの運動速度は、野生
型のものとほぼ同じであると言える。しかし、キメラミオシンの運動速度は、他のクラス
XIミオシンと比べても非常に低く、このことから、ミオシン XI-Iは、原形質流動ではなく、
他のクラス XIミオシンとは異なった役割を果たしていることが示唆された。 
 次に、ミオシン XI-I の運動速度が低い要因と、KCl 濃度によって活性が上昇する要因を
調べるために、ストップドフロー装置を用いた速度論的解析を行った。 
 ミオシンの運動速度はアクチン活性化 ATP 加水分解活性に必ずしも比例はしない。ミオ
シンの滑り運動速度は首振りの距離をアクチンとの強い結合状態の時間で割ったもので近
似される。つまり、アクチンとの強い結合状態が長くなるほど、ミオシンの滑り運動速度
は低くなる。そこで、ミオシンとの結合の多くを占めるアクトミオシン ADP 状態の時間を
測定した。その結果、ミオシン XI-Iのアクトミオシン ADP 状態の時間は非常に長いことが
わかった。次に、ADP 分解サイクル中のミオシン XI-Iからの ADP 解離速度を測定したとこ
ろ、他のミオシンと比べ、非常に遅いことがわかった。この結果から、ミオシン XI-Iの ADP
ポケット構造が他のミオシンと異なる可能性が示唆された。 
 また、アクトミオシン ADP の時間は、KCl濃度が上昇すると短縮されることもわかった。
つまり、ミオシン XI-Iの運動速度が遅い要因は、アクトミオシン ADP 状態が長いことであ
り、KCl 濃度の上昇により活性が上昇するのは、この時間が短縮されることにより、ATP
分解サイクルの代謝回転が増すからだと考えられる。そして、この性質には、ミオシン XI-I
の ADP ポケットの構造が関わっている。  
 アクチンとの親和性の指標となる Km値とアクチンとの平衡解離定数から、ミオシン XI-I
は、シロイヌナズナに存在する現在酵素活性が測定されているミオシンの中で、最もアク
チンとの親和性が高いことがわかった。 
 さらに詳細にミオシン XI-I のアクチンとの親和性を調べるために、アクチンとの共沈実
験を行った。この実験で ATP 存在下でのアクチンとの平衡解離定数を求めることが出来、
その値 Kd は、Km値に近い値だった。また、この値は、その他の代表的なミオシンに比べ
かなり低い値だった。つまり、別の実験系においても、ミオシン XI-I のアクチンとの親和
性の高さを証明したことになる。 
 次に、ミオシン XI-I のアクチンとの高い親和性に関わっている部位を特定するために変
異体を作製した。ミオシンは表面ループでアクチンと静電的相互作用をすることがわかっ
ている。このことから、ミオシン XI-I にユニークなループがあり、それによってアクチン
との高い親和性が保たれていることが示唆された。そこでミオシン XI-I のループのアミノ
酸配列を他のいろいろなミオシンのものと比べ、ユニークな箇所を調べた。その結果、ル
ープ 4 がアクチンとの高い親和性に関わっている可能性が高いことが予想された。また、
骨格筋ミオシンを用いた実験から、ループ 4 にある酸性アミノ酸がアクチンとの結合に関
与することが示唆さているので、それを参考にし、D345A、E343A/D345A、R342A の 3 つ
の変異体を作製した。前の 2 つは酸性アミノ酸をアラニンにして負電荷を減らしたもの、
最後のものは塩基性アミノ酸をアラニンにして実質負電荷を増やしたものである。D345A
は、アクチンとの親和性が少し下がったが、他のいろいろなミオシンと比べるとまだアク
チンに対する親和性は高かった。E343A/D345Aもアクチンとの親和性は下がったが、D345A
と同程度であった。R342A は、ループ全体の電荷はより負になり、アクチンとの親和性が
上がると予想されたが、野生型と同じになった。これら結果から、ループ 4 は、ループ全
体の電荷ではなく、345番目の負電荷が重要であることがわかった。しかし、D345Aのアク
チンへの親和性は、他のミオシンと比べ高い。このことから、D345A は XI-I のアクチンへ
の親和性に部分的に関わっていて、未知のループあるいは、ミオシン表面にあるループが
複数の関与も考えられる。 
 ミオシン XI-Iの Duty ratio を ATP 存在下でのアクチンとの共沈実験から調べた。その結
果 Duty ratioは、90 %以上であることがわかった。このことから、ミオシン XI-Iは、アクチ
ン繊維上を解離すること無く、連続的に運動することの出来るプロセッシブな性質を持つ
ことがわかった。 
 次に、ミオシン XI-Iの細胞内局在を調べた。シロイヌナズナのプロトプラストに GFP を
結合したミオシン XI-I全長の局在を蛍光により観察した。ミオシン XI-Iは細胞表層と核膜
に局在することがわかった。 
 これらの結果から、ミオシン XI-Iは、シロイヌナズナの核膜に局在する唯一のクラス XI
ミオシンで、原形質流動に関わる他のクラス XIミオシンとは異なり、その酵素的諸性質や
細胞内局在から、核膜の形態維持や、遅い輸送に関わることが示唆された。 
